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RESUME:  
L’identification des régulateurs transcriptionnels d’un gène d’intérêt représente souvent une 
tâche longue et délicate. En effet, la méthodologie classiquement employée afin d’identifier les 
protéines se liant à une séquence cis-régulatrice consiste à analyser au moyen de programmes  
bioinformatiques la présence en son sein de sites de liaison potentiels pour des facteurs de 
transcription. Ces analyses in silico conduisent typiquement à l’identification de plusieurs centaines de 
candidats, variant selon l’algorithme utilisé, parmi lesquels de nombreux faux positifs et faux négatifs. 
Le chercheur en est donc réduit à choisir arbitrairement quelques candidats potentiels à valider 
expérimentalement.  
Pour cette raison, depuis plusieurs années, des stratégies basées sur le principe de 
chromatographie d’affinité à l’ADN sont développées afin de permettre la capture et l’identification 
par spectrométrie de masse des protéines interagissant avec une séquence oligonucléotidique d’intérêt. 
Cependant, ces méthodes, dites de « DNA-affinity », présentent de nombreux challenges dont la 
spécificité de la capture et la sensibilité de l’étape d’identification des protéines trans-régulatrices au 
sein d’un mélange protéique complexe caractérisé par une large gamme dynamique. En conséquence, 
ces méthodes de « DNA-affinity » se limitent généralement à l’analyse des protéines différentiellement 
capturées par une courte séquence oligonucléotidique sauvage ou mutée au niveau d’un site de liaison 
d’intérêt bien précis. Bien qu’intéressantes, ces approches n’en restent pas moins biaisées puisqu’elles 
nécessitent de poser un choix quant au site de liaison étudié.  
 
Dans ce travail, et grâce à une combinaison inédite de stratégies expérimentales, nous avons 
développé une méthode efficace afin d’identifier par spectrométrie de masse, et sans aucun a priori, 
les partenaires protéiques directs ou indirects d’une séquence oligonucléotidique relativement longue. 
Comme validation de notre méthode, celle-ci a été appliquée à l’étude des protéines interagissant avec 
une séquence largement décrite dans la littérature, un fragment de 226 pb issu du promoteur viral 
5’LTR du VIH-1. L’identification de membres de la famille du facteur de transcription NFκB a servi 
de témoin lors des nombreuses étapes de mises au point, deux sites de liaison pour ce facteur de 
transcription étant confirmés au sein de cette séquence. Suite aux différentes implémentations 
apportées à la méthode au cours de cette thèse, son application à ce fragment promoteur pourtant déjà 
largement étudié a permis l’identification de plus de 60 protéines potentiellement impliquées dans la 
transcription, dont 24 facteurs de transcription et 38 corégulateurs transcriptionnels potentiels 
interagissant avec la sonde de façon indirecte. L’identification de 12 facteurs de transcription 
préalablement connus comme interactants de ce fragment a permis de valider l’efficacité de la 
méthode développée alors que l’identification de 12 autres facteurs de transcription, n’ayant jamais été 
décrits comme interagissant avec ce fragment, illustre bien l’intérêt de conduire des analyses sans « a 
priori ». Parmi ces interactants inédits, deux candidats, Meis et PBX-1, ont été validés par le biais de 
l’analyse de l’effet de la mutation de leur site de liaison potentiel sur l’activité d’un système rapporteur 
luciférase dépendant du 5’LTR du VIH-1. Ceci a dès lors permis la mise en évidence d’un site de 
liaison répresseur jusque-là non décrit au sein de ce promoteur viral. Enfin, en appliquant la méthode 
de « DNA-affinity » développée à un fragment d’ADN plus court, centré sur le site de liaison suspecté 
de Meis et PBX-1, sauvage ou muté, 7 membres d’un même complexe corépresseur Sin3A ont été 
identifiés comme partenaires spécifiques de ce site, résultat en accord avec le rôle répresseur 
préalablement identifié pour ce site.  
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ABSTRACT 
Identifying transcriptional regulators of a gene of interest often represents a time- and work-
consuming task, as currently used in silico analyses of DNA regulatory sequences are often 
disappointing, generating a lot of false positive and false negative candidates for further experimental 
validations.  
For these reasons, mass spectrometry-based identification of proteins captured by DNA-affinity 
methods have emerged these last years. However, these methods are challenging as they have to cope 
with the relatively low abundance of transcriptional regulators embedded in complex mixtures of 
highly expressed unspecific trapped proteins. Consequently, these methods are generally conducted 
with short DNA sequences by comparing proteins captured by a wild-type probe to the interactions 
detected with a mutated binding site. Although powerful, these approaches cannot be qualified as 
without “a priori” as they require pre-existing knowledge of the binding site of interest. 
 
In this work, we developped a straightforward procedure to detect, without “a priori”, a large 
panel of proteins interacting with a relatively long DNA sequence. As a proof of concept, a 226 bp-
long sequence of the HIV-1 5’LTR promoter sequence was used as a bait, as this sequence is 
particularly well known and rich in transcription factor binding sites. The identification of NFκB 
members among the interacting proteins was first used as a read out to set up the different parameters 
of the technique. This approach was then used to identify more than sixty proteins related to 
transcription, including 24 transcription factors and 38 transcriptional coregulators that interact 
indirectly with the DNA sequence. The presence of several transcription factors known to regulate the 
transcription of HIV-1 validated the technique, while the identification of 12 other transcription factors 
not previously described to be involved in the context of HIV-1 regulation underlines the advantage to 
conduct without “a priori” analyses. The interaction of two of these candidates with this regulatory 
sequence, Meis and PBX-1, has been functionally validated by analysing the effect of the mutated 
binding site on a HIV-1 5’LTR-dependent luciferase reporter assay. This allowed us to highlight the 
presence of a yet undescribed repressor binding site. Finally, using the DNA-affinity technique on a 
shorter DNA fragment centered on the Meis binding site, either wild-type or mutated, we could 
identify 7 members of the Sin3A complex as the coregulators responsible for the transcriptional 
repression associated with the Meis binding site. 
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                     A Clément et Emma, 
 
« Une vie réussie est une vie que l'on a menée conformément à ses souhaits, en 
agissant toujours en accord avec ses valeurs, en donnant le meilleur de soi-même 
dans ce que l'on fait, en restant en harmonie avec qui l'on est, et, si possible, une vie 
qui nous a donné l'occasion de nous dépasser, de nous consacrer à autre chose qu'à 
nous-mêmes et d'apporter quelque chose à l'humanité, même très humblement, même 
si c'est infime. Une petite plume d'oiseau confiée au vent. » 
 
Extrait de « L’homme qui voulait être heureux » de L. Gounelle. 
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